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植物 乳 杆菌 - 泰 山 松花 粉 多 糖 微 胶 吉 对 小 鼠 生 长 和 肠 道 环境 的 影响 
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(山东 农业 大 学 动物 科技 学 院 ， 山 东 省 动物 生物 技术 与 疫病 防治 重点 实验 室 ， 泰安 271018) 


摘 要: 植物 乳 杆 菌 作为 微 生 态 饲 料 添加 剂 饲 喂 后 易 受 消化 道 胃酸 、 胆 汗 酸 和 消化 酶 等 不 利 
对 素 的 影响 。 泰山 松花 粉 多 糖 (TPPPS) 作为 一 种 水 溶性 植物 多 糖 也 易 受 到 胃酸 和 酶 的 破坏 。 


为 了 保护 植物 乳 杆 菌 和 TPPPS 的 生物 活性 ， 并 探索 二 者 之 间 是 否 存 在 协同 作用 。 本 研究 以 


植物 乳 杆 菌 和 TPPPS 为 芯 材 制备 微 胶 吉 ， 通 过 正 交 试验 对 包 埋 工艺 进行 优化 ， 并 对 最 佳 条 


件 下 制备 的 微 胶 吉 进行 性 能 检测 。 选 取 体重 20 g 左右 无 特定 病原 体 (SPF) 小 鼠 48 只 ， 随 


机 分 为 4 组 , 每 组 12 只 .4 组 小 鼠 每 天 分 别 口服 饲 喂 1 mL. 的 植物 乳 杆 菌 、 植 物 乳 杆菌 +0.5% 


TPPPS、 微 胶 圳 、 磷 酸 盐 缓冲 液 (PBS)。 人 饲养 试验 42 d。 每 隔 1 周 各 组 随机 取 3 只 小 鼠 称 


重 记录 , 齐 检 后 无 戎 采集 肠 道 组 织 , 测定 小 肠 绒毛 和 隐 寓 发 育 差 异 及 乳酸 菌 和 大 肠 杆菌 定植 


情况 。 结 果 显 示 : 1) 微 胶 圳 包 埋 率 达 81.6%， 粒 径 为 84.3 nm。 在 模拟 胃液 中 处 理 120 min 


植物 乳 杆 菌 存 活 率 为 62.3696, 37 CC 条件 下 存储 120 d 存活 率 达 45.9%. 2) 与 PBS 组 相 比 ， 


植物 乳 杆 菌 、 植 物 乳 杆菌 +0.5% TPPPS、 微 胶 宫 均 能 不 同 程度 促进 小 鼠 体重 增加 ， 提 高 小 肠 


中 乳酸 菌 数量 , 降低 大 肠 杆菌 数量 , 改善 小 肠 绕 毛 和 隐 帘 发育, 微 胶 吉 效果 最 优 。 结 果 提 示 ， 


植物 乳 杆菌 协 同 TPPPS 使 用 的 益生 效果 显著 优 于 单独 的 植物 乳 杆 菌 ， 二 者 制备 的 微 胶 吉 能 
其 


够 进一步 提高 


益生 效果 。 


关键 词 : 植物 乳 杆 菌 ， 泰山 松花 粉 多 糖 ， 微 胶 宫 ;小肠 绒毛 


中 图 分 类 号 : S816.7 


植物 乳 杆 戎 是 动物 肠 道 中 的 正常 菌 群 ， 具有 较 好 的 肠 道 条 附 能 力 , 能 产生 乳酸 及 抗菌 物 


质 5， 并 能 够 抑制 肠 道 腐败 菌 和 致 病菌 的 繁殖 ， 调 节 动物 消化 道 微 生物 区 系 平衡 ， 促 进 营 
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养 物质 消化 吸收 ， 增 强 机 体 免 疫 力 中。 然而 ， 益 生 菌 活 菌 制剂 进入 动物 消化 道 后 易 受 消化 
道 低 pH 胃酸 、 胆 汁 酸 和 消化 酶 等 不 利 因素 的 影响 ， 难 以 有 足够 的 活 菌 数 量 到 达 上 肠 道 或 定植 
肠 道 而 发 挥 作用 中。 微 胶 吉 技术 是 利用 天 然 或 合成 的 材料 将 固体 、 液 体 或 气体 等 核心 物质 进 


行 包 埋 和 国 化 的 技术 , 可 显著 增强 菌 体 对 外 界 不 利 环 境 的 耐 受 力 ,大 大 提高 菌 体 进入 肠 道内 
的 存活 率 四 。 
多 精 是 一 类 生物 大 分 子 ， 具 有 提高 机 体 免疫 力 、 抗 菌 、 抗 病毒 、 抗 寄生 虫 等 功能 馈 。 林 


实验 室 前 期 研究 已 证 明 泰 山 松花 粉 多 糖 CTPPPSO 能 够 显著 增强 动物 的 生产 性 能 和 免疫 功能 


bo。 然而 ， 植 物 乳 杆菌 和 TPPPS 之 间 是 否 存在 协同 作用 尚 不 清楚 。TPPPS 作为 一 种 水 溶 
性 多 糖 , 易 受 骨 酸 和 酶 的 破坏 。 因 此 , 本 试验 以 植物 乳 杆 菌 和 TPPPS 为 芯 材 , 海藻 酸 钠 (Alg) 


和 壳 聚 糖 为 壁 材 制 备 微 胶 宫 ,， 通 过 正 交 试验 对 微 融 工艺 进行 优化 ,从 而 明确 制备 植物 乳 杆 菌 


-TPPPS 微 胶 圳 的 最 佳 工 艺 条 件 ， 并 将 此 微 胶 圳 经 口服 饲 喂 无 特定 病原 体 (SPF) 小 鼠 ， 通 


过 测定 生产 
1 材料 与 方法 
1.1. 菌 种 、 试 剂 和 仪器 
1.1.1 菌 种 


= 


"E RIE XY TZ BCR TT UR i i DAS Ag i E t ^E ad SUBE SE I FT AH PEA RH o 


植物 乳 杆 菌 21794， 购 自 中 国 工业 微生物 菌 种 保藏 管理 中 心 。 


1.1.2 主要 试剂 


AIg， 购 自 Xiya Reagent 公司 ; RI, WE Solarbio 公司 ; 胃 有 蛋白 酶 ， 购 自 Sigma A 


司 ， 胰 蛋白 酶 ， 购 自 BioBasic 公司 。 


1.1.3 主要 仪器 


超 净 台 ， 浙 江苏 净 净 化 设备 有 限 公 司 ; JJ-2 型 组 织 揭 碎 匀 浆 机 ， 武 汉 格 莱 莫 检测 设备 


ARAR; pH 计 ， 上 海 雷 磁 仪 器 厂 ， 电 热 恒温 培养 箱 ，DNP-9082， 上 海 精 宏 实 验 设备 有 


限 公 司 ， 光 学 显微镜 ，55i， 日 本 尼康 公司 。 
1.2 微 胶囊 制备 及 配方 筛选 
1.2.1 植物 乳 杆 菌 菌 悬 液 的 配制 
将 活化 好 的 菌 种 接种 到 MRS 液体 培养 基 中 , 37 培养 24 h。 将 培养 好 的 菌 液 离心 (4 000 


r/min, 15 min，4 OO， 弃 上 清 液 ， 无 菌 生理 盐水 洗涤 离心 菌 泥 2 次 ， 然 后 用 生理 盐水 重新 县 
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48 ” 浮 菌 体 ， 使 植物 乳 杆 菌 数 达 到 10”CFU/mL，4 “CHR. 
49 122 微 胶 圳 制备 工艺 流程 
50 将 TPPPS 加 入 到 制备 好 的 菌 悬 液 中 混合 均匀 ， 使 TPPPS 的 含量 为 1 mg/mL。 然 后 将 经 
51 ”过 高 压 灭 菌 的 Alg (2.0%) 和 乳化 剂 (植物 油 含 1.0% 的 司 盘 80) 以 及 一 定量 的 碳酸 钙 〈 溶 
52 ” 解 于 少量 水 中 ) 加 入 到 戎 悬 液 中 进行 乳化 (3 000 r/min, 60 min)， 形 成 油 包 水 乳 浊 液 。 待 乳 
53 ”化 完全 后 加 入 适量 冰 醋 酸 降 低 反 应 的 pH， 继续 反应 30 min， 加 入 1.0% 的 吐 温 80 溶液 固化 
54 30min, HA, 离心 后 用 生理 盐水 清洗 ， 得 到 Alg 凝 胶 珠 。 然 后 将 得 到 的 Ag 凝 胶 珠 倒 入 到 
55 ”0.4% 的 壳 聚 糖 溶液 中 进行 交 联 ， 固 化 Lh 后 将 微 吉 进行 离心 ， 清 洗 ， 置 于 4 OKA RE. 
56 1.3 微 胶 宫 制备 配方 筛选 
57 选择 水 相 与 油 相 体 积 比 (A )、 碳 酸 钙 与 Ag 质量 比 (B )、 碳 酸 钙 与 冰 醋 酸 物质 的 量 比 
58 ”(C)、 壳 聚 糖 浓度 D) 作为 影响 因素 ， 采 用 4 因素 3 KEL (35. 正 交 试 验 设计 ， 研 究 4 
59 ”个 因素 对 微 胶 圳 包 埋 率 的 影响 ,并 参考 粒 径 大 小 、 成 球 效果 等 试验 指标 筛选 出 制备 植物 乳 杆 
60 ” 菌 -TPPPS 微 胶囊 的 最 佳 条件 。 植 物 乳 杆菌 -TPPPS 微 胶囊 配方 Lo (3 ) 正 交 试 验 设计 见 表 1。 
61 表 1 正 交 试验 因素 水 平 表 
62 Table 1 Factors of orthogonal test 
A B C D 
Aes ips 相 体积 碳酸 钙 与 Alg 质量 比 碳酸 钙 与 冰 醋 酸 物质 的 量 比 HRPE 
rie T ratio of Mass ratio of CaCO;.and Gram-molecule ratio of Chitosan concentration/ 
Water oil Alg CaCO; and CH3COOH (g/L) 
1 1:2 1:3 1:2 3 
2 1:3 1:4 1:3 4 
3 1:4 1:5 1:4 5 
63 1.4 微 胶 圳 粒 径 及 包 埋 率 的 测定 
64 3e iU: de ELT t i oU vp il 30 min， 待 微 胶囊 完全 溶解 后 计数 。 
65 包 埋 率 (%) =《 微 胶囊 中 活 菌 数量 /原料 活 苗 数量) X100. 
66 光学 显微镜 观察 微 胶囊 ,用 测 微 尺 测定 微 胶 圳 的 粒 径 ， 计 数 500 个 以 上 , 根据 以 下 公式 
67 ”计算 微 胶 吉 的 平均 粒 径 : 
68 Dav-Y(ndYYn. 
69 AP: Dav 为 平均 粒 径 ，d IHREM: n 为 微 胶囊 个 数 。 
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1.2.5” 微 受 堵 对 体外 模拟 胃液 的 耐 受 试验 


取 制 备 的 微 胶囊 样品 1 mL 置 于 9 mL 模拟 胃液 (中 ，37 0C. 180 r/min 条 件 下 分 别 振荡 


处 理 0、30、60、90、120 min 后 取样 ， 按 梯度 浓度 稀释 法 测 活 菌 数 ， 并 以 未 包 埋 菌 为 对 照 


1.2.6， 微 胶 圳 储存 稳定 性 检测 


将 制备 好 的 微 胶 圳 样品 置 于 37 'C 人 恒温 箱 中 密封 放置 120 d, 8:30 d 取 1 mL 微 胶 赛 测 
TB, DAAC Ha At FA 


L3 ”动物 试验 
1.3.1 试验 设计 


SPF 小 鼠 48 R, WEKA 20 g( 峻 性 ， 购 自 泰 邦 生物 制品 有 限 公 司 )， 随 机 分 为 4 组 ， 


每 组 12 只。 室温 23-28 CC 条 件 下 饲养 在 试验 开始 前 给 予 3 d 适应 环境 。4 组 小 鼠 每 天 分 别 


口服 饲 虽 1 mL 的 植物 乳 丁 菌 CLP 组 )、 植 物 乳 杆菌 +0.5% TPPPS (LP+TPPPS 组 )、 微 胶 圳 


[Micro (LP+TPPPS) ] 组 、 磷 酸 盐 缓冲 液 (PBS 组 )。 饲 养 试验 42 d, 在 7、14、21、28、35、 


42 d 采样 检测 相关 指标 。 采 集 样本 前 12 h 内 停止 饲 喂 。 
1.3.2 ”小 鼠 体 重 变 化 及 肠 道 菌 的 定植 状况 


每 组 随机 取 3 AD BR, PRE ida. mU. 无 菌 摘 取 回 肠 组 织 样品 ， 研 磨 后 倍 比 稀释 ， 分 


别 涂 布 到 MRS 培养 基 和 麦 康凯 培养 基 中 培养 ， 测 活 菌 数 。 


1.3.3 ”小肠 组 织 学 分 析 


每 组 3 只 小 鼠 剖 检 后 无 菌 摘 取 小 肠 组 织 样品 ， 测 定 肠 绒毛 高 度 、 隐 和 窜 深 度 以 及 绒毛 高 


度 / 隐 和 窒 深 度 。 


1.4 ”数据 处 理 与 分 析 


所 有 数据 用 SPSS 17.0 软件 进行 Duncan 氏 法 多 重 比较 分 析 ， 数 据 为 平均 值 + 标准 差 ， 


P«0.05 为 差异 显著 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 WREE REY AY f o 


通过 测定 微 胶 赛 包 埋 率 和 粒 径 大 小 , 对 微 胶 赛 进行 最 佳 配方 的 筛选 。 以 包 埋 率 为 试验 指 


mo WE R) 越 大 表明 该 因素 对 指标 的 影响 越 大 。 根 据 表 2 结果 判断 A. BY C. D4 FH 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


97 ”因素 对 微 胶 宫 包 埋 率 的 影响 大 小 依次 递减 ， 即 水 相 与 油 相 体 积 比 > 碳酸 钙 与 AlIg 质量 比 > 碳 
98 BESKERME KERKE. WNEI, ABCD: 为 最 佳 包 埋 条 件 ， 但 该 组 


99 ” 合 最 初 未 在 实际 操作 之 列 , 故 对 此 组 合 单独 试验 。 结果 发 现 , A?BzC3D; 组 合 包 埋 率 为 81.6%， 


100 ” 粒 径 为 84.3um， 综 合 评价 优 于 其 他 组 合 。 因 此 ， 植 物 乳 杆 菌 和 TPPPS 微 胶囊 的 最 佳 生产 


101 ” 艺 为 : 水 相 与 油 相 体积 比 为 1 : 3， 碳 酸 钙 与 AIg 质量 比 为 1 : 4， 碳 酸 钙 与 冰 醋 酸 的 物质 的 


102 量 比 为 1 : 4， 壳 聚 糖 浓 度 为 4 g/L。 


103 R2 WREE Lo GO EZRA AR 


Table 2 Ls (39 orthogonal test results of microcapsule recipe screening 


PPS 试验 因素 Factors 试验 结果 Experiment results 
包 埋 率 平均 粒 径 
Numbers A B C 
Embedding rate/% particle size/um 
1 Ay B, Ci Di 56.5 119.4 
2 Al B; C2 D; 62.4 107.5 
3 Ay B; C5 D; 59.2 94.7 
4 A» Bi C5 D; 70.8 102.3 
5 A» B2 C3 Di 76.5 92.5 
6 A» B; C; D; 66.7 81.4 
7 A3 B, C5 D; 72.3 88.5 
8 A3 B2 Ci D; 68.5 63.6 
9 A3 B3 C2 Di 65.6 75.5 
Ki 178.1 199.6 191.7 200.5 
Ky 216.0 209.4 198.8 201.4 
K; 206.4 186.5 210.0 198.5 
kı 59.4 66.5 63.9 66.8 
kz 72.0 69.8 66.3 67.1 
ks 65.5 62.2 70.0 66.2 
R 37.9 22.9 18.3 2.9 
最 佳 组 合 Best combination A2B2C3D， 81.6 84.3 
104 K; 为 任意 因素 中 水 平 为 1 时 所 对 应 的 结果 之 和 ; k; 为 区 ;的 平均 值 ;，R 为 各 因素 的 极 差 ， 即 最 大 k; 与 最 
105 小 ki 之 差 。 
106 K; is the sum of results corresponding to the level i of any factor; ki is the mean of K; R is the range of each 
107 factor, which was the difference between maximums and minimums of k;. 
108 FEE IUE POULES. BAER FERREE ERE, AI CA D. 


109 REAT, THH Alg 凝 胶 珠 呈 半 透明 状 〈 图 1A，1D)， 包 埋 植 物 乳 杆菌 和 TPPPS 的 Alg 


110 — 凝 胶 珠 透 光度 降低 〈 图 1B，1E)， 经 过 Alg 和 壳 聚 糖 双 层 包 被 后 颜色 最 暗 ， 并 且 粒 径 大 小 
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更 加 均匀 (图 1C，1F)。 


5 -i 


A: 空 埋 的 Alg 凝 胶 珠 ( 苏 木 精 伊 红 染 色 , 40x) calcium alginate gel beads embedding nothing (HE 40x); 


B: 包 埋 植物 乳 杆 菌 和 TPPPS 的 Alg 凝 胶 珠 〈 苏 木 精 伊 红 染色，40x) calcium alginate gel beads embedding 


Lactobacillus plantarum and TPPPS (HE 40x); C: 包 埋 植物 乳 杆 菌 和 TPPPS 的 Alg 和 壳 聚 糖 微 胶 宫 〈 苏 


木 精 伊 红 染 色 ，40x) calcium alginate and chitosan microcapsules embedding Lactobacillus plantarum and 


TPPPS (HE 40x); D: 空 埋 的 Alg 凝 胶 珠 〈 苏 木 精 伊 红 染 色 ，200x) calcium alginate gel beads embedding 


nothing (HE 200x); E: 包 埋 植物 乳 杆 菌 和 TPPPS 的 Alg 凝 胶 珠 ( 苏 木 精 伊 红 染 色 , 200x) calcium alginate 


gel beads embedding Lactobacillus plantarum and TPPPS (HE 200x); F 包 埋 植物 乳 杆 菌 和 TPPPS 的 Alg 和 


壳 聚 糖 微 胶 宫 〈 苏 木 精 伊 红 染 色 , 200x) calcium alginate and chitosan microcapsules embedding Lactobacillus 


plantarum and TPPPS (HE 200x). 


图 1 光学 显微镜 下 微 胶 圳 的 形态 观察 


Fig.l Morphologic observation of microcapsules under optical microscope 
2.2 ” 微 胶囊 化 植物 乳 杆 戎 对 模拟 骨 液 的 耐 受 性 检测 
通过 检测 微 胶 融 化 的 植物 乳 杆菌 在 模拟 骨 液 中 的 存活 率 来 评估 微 胶 宫 对 模拟 骨 液 的 而 


z 


受 性 。 由 表 3 可 知 ， 模 拟 骨 液 处 理 30 min X HRA P RA E A SLA EF T8 E Si 


ARF PUR SEA (P=0.05)。 在 模拟 胃液 中 人 处理 60 min 微 胶囊 组 存活 率 为 70.83%， 处 理 120 


min 存活 率 为 62.36%， 而 对 照 组 中 未 经 微 胶 宫 化 的 植物 乳 杆 戎 在 模拟 胃液 中 处 理 60 min 全 


部 死亡 。 以 上 结果 说 明 植物 乳 杆 菌 经 微 胶 圳 包 埋 后 显著 提高 对 模拟 胃液 的 耐 受 性 。 


表 3 微 胶囊 化 后 的 植物 乳 杆菌 对 模拟 骨 液 的 耐 受 性 


Table 3 Tolerance of L. plantarum in simulated gastric juice after microencapsulation CFU/mL 
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组 别 G 活 菌 数量 Number of viable bacteria 
2E Groups 

0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 
微 胶囊 Microcapsules 1.44x10'™ 1.27x10'™ 1.02x10'% 9.67x10” 8.98x10" 
对 照 Control 1.32x10!% 1.23x10°° o° 0 0 


同 列 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05)。 下 表 同 。 


Values in the same column with different small letter superscripts mean significant differences (P<0.05). The 
same as below. 
2.3 微 胶 圳 储存 稳定 性 检测 
由 表 4 可 知 ， 在 37 CR TAF 120 d 微 胶 宫 中 植物 乳 杆 菌 的 存活 率 为 43.9%， 而 对 


照 组 中 未 经 微 胶 圳 化 的 植物 乳 杆菌 的 存活 率 为 31.2%， 活 菌 数量 2 组 间 差 异 显著 (P<0.05) 。 


该 结果 表明 微 胶 宫 化 后 的 植物 乳 杆 戎 储存 稳定 性 得 到 了 显著 提高 。 


X4 微 胶 圳 化 后 的 植物 乳 杆 菌 对 37 它 储 存 条 件 的 耐 受 性 


Table 4 Tolerance of L. plantarum under 37 °C storage conditions after microencapsulation CFU/g 


活 菌 数量 Number of viable bacteria 


组 别 Groups 


0d 30d 60d 90 d 120d 
TURIE Microcapsules 1.43x10'% 1.30x10'% 9.16x10?* 8.47x109* 6.56x10?* 
XH Control 1.39x10!9 1.07x10! 8.24« 10" 6.31x10?* 4.34x10% 


2.4 微 胶 赛 对 小 鼠 体 重 及 肠 道 菌 数量 的 影响 


由 表 5 可 知 ，Micro (LP+TPPPS) 组 和 LP+TPPPS 组 的 体重 显著 高 于 LP 组 和 PBS 组 


CP«0.05), 其 中 MicroCLP+TPPPS ) 组 小 鼠 体 重 最 高 ,LP 组 和 PBS 组 的 差异 不 显著 (P>0.05)。 


与 PBS 组 相 比 ， 其 他 3 组 均 呈 现 一 定 程度 的 乳酸 菌 数量 增加 和 大 肠 杆菌 数量 降低 的 趋势 ， 


其 中 Micro (LP+TPPPS) 组 和 LP+TPPPS 组 与 PBS 组 的 差异 显著 (P<0.05), 而 LP 组 和 PBS 


组 的 差异 不 显著 (P>0.05)。 结 果 表 明 ， 植 物 乳 杆菌 单独 使 用 可 以 改善 肠 道 环境 ， 维 持 肠 道 


阔 群 的 平衡 ， 改 善 小 鼠 的 生产 性 能 ， 协 同 使 用 TPPPS 后 效果 更 好 ， 将 二 者 微 胶 宫 化 后 效果 


RS 微 胶 吉 对 小 鼠 体 重 及 肠 道 菌 数量 的 影响 


Table 5 Effects of microcapsules on body weight and intestinal bacteria number of mice 
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组 别 


Groups 


LP 


LP+TPPPS 


Micro (LP+TPPPS ) 


PBS 
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由 表 6 可 知 ， 


体重 乳酸 菌 大 肠 杆菌 数量 
Body weight/g Lactic acid bacteria/1g(CFU/g)] ^ Escherichia coli/[lg(CFU/g)] 
46.38+2.62° 6.71+0.28°° 5.02+0.37°° 
50.43+3.57° 6.97+0.43° 4.8440.31° 
54.56+6.31° 7.6120.37* 4.47+0.26° 
45.52+5,24° 6.52+0.43° 5.16+0.44° 


态 结构 的 影响 


Micro (LP+TPPPS) 组 、LP+TPPPS 组 和 LP 组 的 绒毛 高 度 显 


组 (P<0.05)。Micro (LP+TPPPS) 组 、LP+TPPP 


\ 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


S 组 和 LP 组 的 隐 窜 深度 显著 


著 高 了 


PBS 


氏 于 PBS 组 


CP«0.052, Micro (LP-TPPPS) 组 和 LP+TPPPS 组 的 差异 不 显著 (P > 0.05 ) Micro 


(LP+TPPPS) 组 和 LP+TPPPS 组 的 绒毛 高 度 和 隐 窝 深度 的 比值 显著 高 于 PBS 组 (P<0.05)， 


LP 组 略 高 于 PBS 组 ， 但 是 差异 不 显著 (P > 0.05). 


表 6 


WREX BA) i RE RT] 


EAEAN 


Table 6 Effects of microcapsules on morphological structure of ileal villi of mice 


隐 窝 深度 Crypt depth/um 


组 别 REH Villus 
Groups height/um 
LP 164.38+13.62° 
LP+TPPPS 192.43+22.67° 
Micro (LP+TPPPS) 220.56:30.31* 
PBS 136.52416.24* 
3 W it 
^E A He 919 2 T 27] 42] P PY LE ASAE f 
的 生长 繁殖 ， 产 生 各 种 消化 酶 ， 提 高 消化 酶 活性 ， 
上 菌 液 型 微 生 态 制剂 在 使 用 中 会 


VE EXE AA ak ba CU BAT TRI 


绒毛 高 度 / 隐 窝 深度 V/C 


48.75+1.83° 3.37+0.17"° 
54.3442.75° 3.54+0.31° 
55.4142.13* 3.9840.26" 
44.28+1.21° 3.0740.14° 


有 利于 营养 物质 的 分 解 利用 。 


、 乳 酸 杆菌 等 ) 


然而 ， 临 床 


多 种 因素 影响 其 使 用 效果 ， 如 营养 要 求 高 、 增 殖 速度 慢 、 


易 受 动物 肠 道内 环境 影响 、 不 易 在 肠 道 内 定植 等 。 经 研究 表明 益生 菌 摄 入 量 达到 10”CFU/g 


方 可 发 挥 保健 功能 号 。 因 此 ， 为 益生 菌 提供 有 效 的 物理 屏障 抵御 不 利 环境 对 于 保证 其 益生 
AUR Je T Ar DER. i BS E 


及 可 


合 物 ， 天 然 存在 于 动物 、 植 物 、 微 生物 等 各 种 有 机 体 中 ， 


重复 利用 的 优势 ， 已 成 为 生物 工程 领域 研究 上 


的 一 个 热点 1。 


多 糖 是 一 类 日 


日 各 种 相同 或 者 不 同 的 单 糖 及 糖 


定 化 菌 体 细胞 ， 以 其 能 获得 高 密度 菌 体 细胞 、 高 产 率 、 低 污染 


ASS 


EREE dir T5 8 H5] 2 fu 


E 
A 


醛 酸 通过 糖苷 键 连接 缩合 而 成 的 高 分 子 化 


物质 之 一 。 
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多 种 植物 多 糖 作为 新 型 的 添加 剂 已 被 证 明 有 抗 病毒 、 抗 肿瘤 、 抗 氧化 、 抗 辐射 等 多 种 生物 学 
作用 , 并 且 具 有 无 毒 、 无 害 、 无 残留 等 特点 。 本 实验 室 近 年 来 对 TPPPS 开 展 了 一 系列 的 研究 ， 


发 现 TPPPS 能 够 显著 提高 猎 免 的 生产 性 能 ， 改 善 免疫 抑制 4 


活 苗 的 免疫 效果 ， 对 B 亚 群 禽 白 


\ 鼠 的 免疫 功能 ， 提 高 兔 辣 组 织 灭 


J| CALV-BO 具有 直接 抑制 作用 。 但 是 ， 多 糖 的 物理 化 学 


性 质 受 其 分 子 质量 、 化 学 成 分 、 结 构 和 构象 等 因素 的 影响 容易 受到 骨 环 境 的 破坏 9， 在 实 
际 应 用 过 程 中 , 采用 注射 或 口服 投 喂 的 方式 操作 繁琐 且 损 失 多 ,不 利于 其 在 生产 中 的 应 用 及 
推广 。 因 此 ,为 了 提高 益生 菌 的 存活 量 以 及 避免 TPPPS 的 生物 学 活性 受到 胃酸 破坏 ， 本 试验 


将 植物 乳 杆菌 和 TPPPS 共 同 包 被 成 微 胺 宫 ， 以 微 胺 寺 包 包 埋 率 为 指标 ， 往 选 最 佳 制 备 条 件 。 
在 最 佳 条 件 下 制备 的 微 胶 宫 包 埋 率 达 81.6%， 平 均 粒 径 为 84.3 hm， 球 形 度 好 ， 大 小 均匀 ， 且 


具备 较 强 的 耐酸 能 力 ， 提 高 了 植物 乳 杆菌 到 达 肠 道 的 数量 。 


因此 ， 本 研究 制备 的 微 吉 膜 为 植 


物 乳 杆菌 提供 了 均匀 稳定 的 微 环境 ,对 细菌 具有 支持 和 保护 作用 ， 可 长 时 间 保 存 , 解决 了 植 


物 乳 杆菌 作为 饲料 添加 剂 效 价 不 稳定 的 问题 。 
动物 肠 道 菌 群 形成 一 个 庞大 而 复杂 的 微 生 态 平 衡 系统 ， 


在 维持 骨 肠 道 健 康 方面 起 着 重要 


作用 ,上 有 共有 营养 、 屏 障 和 免疫 功能 。 益生 菌 进 入 机 体 后 ， 在 肠 道具 有 抗原 识别 部 位 的 淋巴 组 


Z 


从 而 抵抗 外 源 有 害 微生物 定植 于 肠 道 ， 形 成 生物 屏障 1。 


织 集合 上 发 挥 免疫 佐 剂 作用 ， 活 化 肠 黏膜 内 的 相关 淋巴 组 织 ， 使 分 泌 型 IgA 抗体 分 泌 增 强 ， 


本 试验 通过 对 小 鼠 肠 道 菌 定植 情 


况 的 分 析 ， 发 现 植 物 乳 杆菌 联合 TPPPS 在 有 效 促进 小 鼠 肠 道内 乳酸 菌 增殖 、 抑 制 大 肠 杆 阔 
增殖 方面 显著 优 于 植物 乳 杆 菌 单独 使 用 。 这 说 明了 植物 乳 杆 菌 和 TPPPS 联合 使 用 具有 协同 


作用 ， 可 协同 改善 肠 道 环境 。 


小 肠 是 机 体 营养 物质 消化 吸收 的 主要 场所 , 肠 道 的 健康 对 营养 物质 的 消化 、 吸 收 和 转运 


起 着 重要 的 作用 中 。 肠 绒毛 高 度 增加 能 使 小 肠 吸收 营养 物质 的 面积 增 大 ， 所 以 肠 绒 毛 的 长 


短 直接 影响 着 动物 的 生长 发 育 中 。 隐 窝 深 度 主要 是 反映 上 皮 细 胞 的 生成 率 ， 绕 毛 高 度 / 隐 窜 


深度 则 综合 反映 小 肠 的 功能 状态 ,比值 下 降 表 明 肠 道 消 化 和 吸收 功能 下 降 , 影响 营养 物质 的 
吸收 ， 降 低 动物 生产 性 能 路。 本 试验 通过 对 小 鼠 小 肠 形态 学 变化 的 分 析 ， 发 现 植物 乳 杆 菌 、 


植物 乳 杆菌 +0.5% TPPPS、 微 胺 吉 能 不 同 程度 的 提高 小 肠 绒 毛 的 高 度 ， 降 低 隐 窜 深 度 ， 提 高 


二 者 的 比值 。 并 且 ， 植 物 乳 杆菌 协同 TPPPS 的 效果 优 于 单独 使 用 植物 乳 杆 戎 ， 经 微 胶囊 技 
术 包 被 后 效果 最 佳 。 此 外 ， 本 试验 还 发 现 植 物 乳 杆菌 联合 TPPPS 可 以 促进 小 鼠 体 重 的 增加 ， 
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且 效 果 显 著 优 于 植物 乳 杆 菌 单独 使 用 。 以 上 研究 结果 表明 ， 植 物 乳 杆菌 联合 TPPPS 在 促进 


D. 改善 肠 道 环境 及 肠 道 发 育 方面 具有 协同 作用 , 这 与 王 永 芬 等 9 报道 的 黄花 


小 鼠 体重 增 


a 


多 糖 协 同 益生 菌 对 鸡 的 益生 效果 显著 优 于 益生 菌 和 多 糖 单独 使 用 相 类 似 。 这 些 研究 结果 表明 


植物 乳 杆 菌 和 TPPPS 能 够 改善 肠 黏膜 发 育 ， 调 节 肠 道 微生物 组 成 ， 从 而 促进 小 鼠 生 长 发 育 。 


4 结 论 


本 试验 制备 的 植物 乳 杆 菌 -TPPPS 微 胶囊 粒 径 均 匀 ， 包 埋 率 高 ， 能 够 耐 受 骨 酸 环境 ， 保 


存 期 长 ， 且 该 微 胶囊 可 以 显著 改善 小 鼠 肠 道 发 育 和 微 生 态 环 境 ,促进 生长 ， 其 效果 显著 优 了 


植物 乳 杆 菌 单独 使 用 。 
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Preparation of Microcapsules Prepared with Lactobacillus Plantarum and Taishan Pine Pollen 
Polysaccharide and Its Effects of on Growth and Intestinal Environment of Mice 
MA Ningning ZHU Lijun DONG Wenwen ZHOU Jianbo YUAN Yanmei LU 
Yaping LI Zongrui WEI Kai ZHU Ruiliang” 

(Shandong Provincial Key Laboratory of Animal Biotechnology and Disease Control and 
Prevention, College of Animal Science and Technology, Shandong Agricultural University, Tai'an 
271018, China) 

Abstract: Lactobacillus plantarum (L. plantarum), as a kind of microecological feed additive, was 
easy to be affected by adverse factors such as gastric acid, bile acid and digestive enzyme. Taishan 
pine pollen polysaccharide (TPPPS) was a kind of water soluble plant polysaccharide, which was 
easy to be damaged by acid and enzyme. In order to protect the biological activity of L. plantarum 
and TPPPS and to explore whether they have synergistic effect, this experiment prepared 
microcapsules with L. plantarum and TPPPS as core materials. The microcapsule embedding 
process was optimized by orthogonal test, and the performance of the microcapsules prepared 
under the optimum conditions was determined. Forty-eight specific pathogen free (SPF) mice 


(weighted about 20 g) were randomly divided into 4 groups with 12 mice per group. Mice in 
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different groups were orally fed 1.0 mL of L. plantarum, L. plantarum+0.5% TPPPS, 
microcapsules and phosphate buffered saline (PBS) (control group) , respectively. The feeding 
trial lasted for 42 d. Every other week, three mice from each group were selected randomly and 
weighed. After autopsy, intestinal tissues were aseptically collected and measured the changes of 
villi and crypts in the small intestine, and then the colonization of lactic acid bacteria and 
Escherichia coli were determined. The results showed as follows: 1) encapsulation efficiency of 
the microcapsules was 81.6% and diameter was 84.3 jum. Survival rate of L. plantarum was 
62.36% after 120 min in simulated gastric juice and 45.9% after 120 days storage at 37 °C. 2) 
compared with control group, L. plantarum, L. plantarum +0.5% TPPPS and the microcapsules 
could increase body weight of mice at different degrees, increased the number of lactic acid 
bacteria in small intestine, reduced the number of Escherichia coli, improve development of small 
intestine villi and crypts, and the effects of the microcapsules were the best. The results indicate 
that probiotic effect of L. plantarum combined with TPPPS is better than that of L. plantarum 
alone, while the microcapsules prepared with the above combination can further improve their 
beneficial effects. 


Key words: L. plantarum; Taishan pine pollen polysaccharide; microcapsules; small intestine villi 
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